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riETriOD FOR AMPLIFYING NUCLEIC ACID SEQUENCES BY TRANSLOCATION USING CHIMERIC PRIMERS 
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D* AMORCES CHIMERES 



57) Abstract 

A target nucleic acid sequence (12) may be amplified in the presence 
fan enzymatic system including DNA polymerase, strand translocation and 

NAsc H activities by using a chimeric primer (Al, A2) that includes, in 
\e 5' co 3* direction, an RNA-rype segment capable of hybridising with 

3* -terminal segment of the targe: and a DNA-xvpe segment capable of 
ybridising with a segment adjacent to said 3* -terminal segment of the target, 
nd a DNA- or RNA-rype primer Bl capable of hybridising with said 3*- 
:rminal segment of the target. A cyclic amplification is achieved Chat may 
- implemented isochermaily on the basis of either a DN'A or an RNA target 
/en when the terminals are not defined. 

>7) Abrege 

Pour amplifier unc sequence d'acide nucl6ique cibie (12), en presence 
'tin systems enzymacique comprenant des activites d\\DN polymerase, de 
; placement de brin et de RNAse H, on utilise une amorce chimere (Al, 
.1) comprenant successivement, dans le sens 5* — * 3\ un segment de type 
RN capable de s'hybrider avec un segment de rextrdmite* 3' de la cible 
: un segment de rype ADN capable de s'hybrider avec un segment contigu 
jdic segment d'excrernkc* 3* de la cible. et une amorce Bl, de type ADN 
a ARN\ capable de s'hybrider avec ledii segment dc rcxtremite* 3* de la 
ble. On obnent une amplification cyclique pouvant ecre rnise en ceuvre de 
icon isothemxe et realisable indifteremment a partir d'une cxble ADN ou 
■R*' *\ "ne lorsque les ex eremites ne sont pas denies. 
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Procede d'amnKnca tion de sequences d'acide nudeicme oar rfeplacemgm 
I'aide d'amorces chimeres. 



4 * 



La presence invention conceme ['amplification de sequences d'acide 
5 nucleique. En paniculier, la presente invention a pour objet un procede pour 
rampiifcation d'acides nucieiques, ainsi que Ies reactifs destines a la mise en oeuvre de ce 
procede. " V- - 

II est souvent necessaire, dans Ies technologies relatives aux acides 
nucieiques et au materiel genetique, de determiner si un gene, une panie de gene ou une 
10 sequence nucieotidique est present chez un orsanisme vivant, un extrait cettulaire de cet 
organisme ou un echantiilon biologique. Tout gene ou panie de gene etant caracterise 
par une sequence specinque de bases nuciectidiques, il suffit done de rechercher 
directement la presence de tout ou partie de ladite sequence specinque au sein d'un 
echantiilon contenant un melange de polynucleotides. 
15 L'intere: de cetre recherche de sequences nucieotidiques specirlques est 

immense, notammenc pour la detection d'organisrnes pathogenes, la determination de la 
presence d'alleles, !a detection de la presence de lesions dans un genome hote ou la 
detection de la presence d r un ARN particulier oil de ia modification d'un hote ceiluiaire. 
Les maladies genericues relies aue la maiadie de Huntinszton, Ia mvocathie de Ducheane, 
20 [a phenylcetonurie et la (3-thalassemie peuvent ainst etre diagnostiquees par le biais de 
['analyse des acides nucieiques des individus. De meme, il est possible d'e:Tec:uer !e 
diagnostic ou ['identification des virus, viroTdes, bacteries, champignons, protozoaires, ou 
toute autre forme de vie vegetale ou animate, par des tests mettant en oeuvre des sondes 
nucieiques. 

25 Dans Ies queiques exemples cites precsdemment, apres avoir identine une 

sequence specifique d'un organisme ou d'une maiadie, il convient d'extraire les acides 
nucieiques d'un echantiilon, et de determiner si certe sequence est presente, 

Differents types de methodes de detection des acides nucieiques sont decrits 
dans la litterature. Ces methodes reposent sur Ies proprieres d'appariement purine- 
30 pyrimidine des brins complementaires d'acides nucieiques dans Ies duplex ADN-ADN, 
.ADN-ARN et ARN-ARjN. Ce processus d'appariement s'effectue par I'etabtissement de 
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liaisons hydrogene entre les bases ^ertine-thymine (A-T) et guanine-cytosine (G-C) de 
l'ADN double brin ; des paires de bases adenine-uraciie (A-U) peuvent egalement se 
former par liaison hydrogene dans les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement 
de brins d ! acide nucleique pour la determination de la presence ou de Tabsence d'une 
molecule d'acide nucleique donnee.est -.communement appelee "hybridation decides 
nucieiques" ou simplement "hybridation^;.- „.-■.-. ■ zz-^:S:z.v : .-. ' 

La methode la plus directe pour detecter la presence d'une. sequence cible 
dans un echantillon d'acide nucleique est d'obteriir une "sonde" dont la sequence est 
suSsamment complementaire d\ine partie de 1'acide nucleique cible pour sliybrider a 
celui-ci. La sonde ainsi synthetisee peut etre appiiquee dans un echantillon contenant des 
acides nucleiques. Si la sequence cible est presente, la sonde formera avec la cible un 
produit d'hybridation. En l'absence de sequence cible, aucun produit d'hybridation ne se 
formera. Si la sonde synthetisee est coupiee a un marqueur detectable, Ie produit 
d'hybridation peut etre derecte en mesurant la quantite de marqueur present. Le transfert 
de type Southern (SOUTHERN E.M., J. MoL Bio/., 98, 503 (1975)) ou Northern ou la 
technique du Dot blot ou i'hybridation sandwich (Dunn AR. et Hassel J. A. Ceil, 12, 
23, (1977)) constituent des exemples ou ces methodes sont utilisees. 

La principale riifnculte de certe approche est, cependant, quelle n'est pas 
directernent applicable aux cas ou Ie'nombre de copies de la sequence cibfe presente dans 

un echantillon est faible, inferieur a 10^ environ. Dans ces conditions, il est difficile de 
distinguer un signal significant superieur au bruit de fond de la reaction (c'est a dire de 
distinguer la fixation specinque d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation non 
specinque entre la sonde et une sequence differente de la sequence cible). Une aes 
solutions a ce prcbleme consiste a augmenter le signal de detection par une technique 
preiiminaire visant a augmenter considerablement, de maniere specinque, le nombre de 
copies d'un fragment d'acide nucleique cible, s'il est present dans rechantillon. Une telle 
technique est couramment appelee technique d'ampiification. 

Les articles de Lewis (1992. Genetic Engineering News 12 : 1-9) d'une part, 
et d'Abramson et Myers (1993. Cnrr. Opin. Biotechnoi 4:41-47) d'autre part, 
constituent de bonnes revues generates des techniques ^amplification. Ces techniques 
reposent principalement : a) soit sur la repetition de cycles de synthese d'ADN in vitro 



par elongation d'amcrces nucieotidiques hybridees sur la sequence cifaie a amplifier par 
une ADN polymerase comme dans la methode dite PCR ("Polymerase Chain Reaction", 
brevets des Etats Unis d'Amerique n°4 633 195, 4 683 202 et 4 800 159 ; brevet 
Europeen n 0 201 134 ; ou la technique dire RCR ("Repair Chain Reaction"), demande 
de brevet n a WO 90/01069 ; la methode ^amplification avec deplacement de brin 
("Strand Displacement Amplification", dite SDA), brevet Europeen a° 0 497 272 ; ou la 
methode d f ampiification avec deplacement de brin au moyen d'une exonudease, 
"exonuclease-mediated strand displacement amplification" * brevet Europeen 
n° 0 500 224) ; b) soit sur la repetition de cycles de synthese d'ARN m vitro, par reaction 
de transcription, par une ARN 7 polymerase ADN ou ARM dependante dont I'activite est 
obligatoiremem associee a une region specifique, dite region promorrice, renfermant une 
sequence cu une structure jcuant Ie role de promoteur (technique due TAS, demande de 
brevet n° WO 33/10315; technique dite 3SR ("Self-Sustained Sequence Replication") 
decrite dans la demande de brevet WO 90/06995 et Ie breve: Europeen n° 0 373 960 ; la 
techninue dire NAS3A ("Nucleic Acid Seauence-Based AmDlincation") decrite dans la 
demande.de breve: WO 91/02S 1 3 et Ie brevet Europeen n° 0 329 322 ; la technique dite 

_ * 

SPSR ("Single Primer Sequence Replication") decrite dans Ie brevet des Etats Unis 
d'Amerique n 3 5 194 370).; !a methode de transcription activee par ligation ("Ligation 
Activated Transcription") dite LAT, brevet des Etats Unis d'Amerique n° 5 I '94 370 et 
demande de brevet europeen n°0 369 775). 

Neanmoins, touces ies techniques d'arnplification precedemment citees 
possedent au moins une limitation imporrante. Elles ne permettent, par exemple, 
d'obtenir un prcduit d'arnplification qu'a partir d r un seui type d'acide nucleique cible ; 
ARN ou ADN. Un autre inconvenient de-certaines techniques ^amplification est la 
limitation de ia taille du produit de reaction d'arnplification. Les techniques telles que la 
RCR ou la LCR ne permettent d'ampiifier que la sequence de la cible correspondant aux 
amorces et aux sondes nucieotidiques utilisees dans le processus d'ampiirication. Le bruit 
de fond non snecifiaue (c'est a dire en absence de la cible) est esaiement un serieux 
inconvenient de certaines techniaues, ainsi dans Ie cas de la LCR, une ligation des 

extremites des oliaonucieotides Iibres en exces s'effectue en absence de Ia cible. 

-*•> 

Toutefois, Ie point critique de toutes ces techniques d'arnplification reside 
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dans Petape de dissociation brin matrice / brin ampliSe neo-synthense. Dans les 
techniques evoquees precedemment, la premiere solution proposee consists comme dans 
la PCR ou la RCR, a realiser de nombreux cycles de temperature afin de dissocier les 
produits de reaction de la cibie et permertre a ces produits de servir, a leur tour, de 
5 cibles. Cet imperatif technique limite par consequent le choix des enzymes utilisables, 
dans ces precedes ^amplification, aux enzymes thermostabies - teiles-que la Taq 
Polymerase dans la PCR ou une ADN ligase thermostable dans la.RCIL Par aiileurs, la 
realisation de ces cycles successifs de temperature consume un inconvenient pour 
Tautomatisaiion de ces techniques. 
3 La seconde solution proposee (voir les techniques 3SR, TAS, LAT, NAS3A 

ou ceiie decrite dans la demande de. brevet n° E? 369 775) tire profit des systemes de 
transcription via une ARN polymerase ADN ou ARN deoendante dont I'activite est 
obiigatoiremem associee a une region promotrice. Ces sysiemes presement l'avantage 
d'etre reaiisabies dans ces conditions isothenmes car I'erape de transcription Iibere des 
; .ARN simple brin qui a leur tour peuvent servir de cibles. Toutefois, ces techniques 
d'ampiincation presenter*! eiles aussi de nombreuses Hrnites. Ainsi, ['installation aux 
extremires des sequences cibles a amplifier d'une region promotrice fonctionnelle est 
requise pour I'etape de transcription, necessite souvent plusieurs etapes prealabies a la 
reaction de transcription proprement dite, et fait intervenir une cascade d'activites 
enzymatiques. II est par consequent tres difficile de rendre ces techniques performantes 
du fait de la diScuke ce parvenir a des conditions reactionneiles satisfaisant 
simultanement ces quatre ou cinq activires enzymatiques. Par ailleurs,. la creation d'un 
promoteur operationnei peut necessiter, a chaque cycle, ^'installation de deux 
oligonucleotides par ligation sur la cibie ce qui augmente egalement le nombre d'etapes 
(voir par exempie la methode du promoteur mobile decrite dans la demande de brevet EP 
0 369 775). 

Ennn,Ja methode SDA propose Tutiiisation de la prcpriete ce depiacement 
de brin que possedent cerraines polymerases comme moyen de separation des brins 
d'acide nucieique matrice et neo-synthetise. Cette propriete bien ccnnue a fait Pobjet de 
nombreuses publications scientifiques (voir par exempie, Y. Masamute et C.C. 
Richardson, 1971, J. Biol. Chem. 246, 2692-2701 ; RL. Lechner et c/. f 1983, J. Biol. 
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ly#laem. 258, 11174.11184 ; ou R.C Lundquist et B.M. Olivers 1982, Cell 31, 53-60). 
Cette technique d'amplincation permet la multiplication isotherme (37°C) d'une sequence 
d'ADN cible a 1'aide d'une enzyme de restriction approprie er d'une ADN polymerase 
ADN-dependante depourvue d'activite exonuciease (Walker et al, 1992. Proc. NaiL 
5 Acad Set USA 89 : 392-396). EUe est basee sur 1'hybridation d'amorces 
oligonucleotidiques comprenant a leur extremite 5 T une sequence de reconnaissance pour 
une enzyme de restriction. Apres hybridation avec la cible, ces amorces sont elongees par 
I'ADN polymerase en presence d'au moins un nucleotide modifie (5'[a-thio]dNTP). 
L'ADN double brin genere est soumis a Taction de l'endonuclease de restriction 
10 specinque. La presence de nucleotides modifies, sur le brin d'ADN neo-synrhetise 
renfermant la sequence specinque de I'endonuciease de restriction, empeche ia coupure 
par i'enzyme de ce brin. Ceci permet d'obtenir une coupure monocatenaire specinque sur 
['amorce, laissant intact le brin ccmplementaire modifie. L'ADN polymerase peut alors 
utiiiser r extremite 3 1 liberie afin de realiser une elongation le long de la cible demeuree 
!5 , ^nracte, et liberer un simple brin d'ADN dans le milieu reactionne! grace a la propriete de 
replacement de brin de Ia polymerase. Ce brin libere peuc a son tour fixer une amorce 
conrenant une sequence de fixation d'enzyme de restriction, et une reaction cyclique est 

alors obtenue. De meme, il est decrit dans la demande de brevet europeen 543 612 une 

» 

rnethode de preparation d'acides nucleiques presentant des extremites definies et pouvant 
20 servir uiterieurement dans une methode d'ampiincation, notammenc la SDA precitee. Une 
merhode similaire a la SDA utiiisam une activke d'exonuciease au lieu d'une 
endonuclease et appelee "amplification par deplacement de brin au moyen d'une 
exonuciease" est decrite dans !e brevet europeen n° 0 500 224. 

Toutefois, les techniques decrites ci-dessus sont elles aussi limitees. D'une 
25 part, la sequence cible a amplifier ne doit pas comporter de site de restriction 
correspondant a I'endonuciease utilisee dans le precede. Par consequent, il est 
indispensable ce connanre, sinon la sequence nucleique totale du fragment a amplifier, au 
moins la cane de restriction dudit fragment. D'autre part, le choix des nucleases de 
restriction est restreint a ceiles presentant la capacite de ciiver un site de reconnaissance 
30 hemipnosphorothioate (e'est a dire comprenant un brin du duplex avec au moins un 
-,,,J nucleotide modifie de type phosphorothioate) et, sur un plan plus general, les sites 



comportant des nucleotides modifies. Enfin, outre les contraintes liees au - choix du 
nucleotide modifie et aux imperatifs de la synthese chimique, ces precedes d'amplification 
sont egaiement limites dans Ieur rendement, puisqu'il est connu que le Km des 
polymerases pour les nucleotides modifies est superieur a celui pour les nucleotides 
naturels, d'ou une plus faible efficacite dlncorporation enzymarique des .nucleotides 
modifies dans la cible a amplifier* ■.——-•v.. - . — .. - - . 

Compte tenu de ces .nombreux inconvenients, il est done souhaitable de 
pouvoir disposer de nouvelles methodes d'amplification. 

Avant d'exposer Tinvention, on donne ci-apres ia definition de certains termes 
utilises dans sa description. 

— * 

Dans la preseme demande, I'expression "amont" designe une region situee du 
cote de I'extremite 5' de I'acide nucleique ou de Ia sequence polynucleotidique dont il 
s'agit, et I'expression "aval" designe une region situee du cote de I'extremite 3; dudit acide 
nucleique ou de ladite sequence polynucleotidique. 

Par sequence "homologue" d ! une autre sequence, on designe une sequence 
identique a une autre, ou assez identique pour s'hybrider avec une sequence strictement 
compiementaire de ia sequence avec Iaquelle e!le est homologue. 

Le terme "heteroduplex" designe un hybride ARN/ADN. Le terme 
"homoduplex" designe un hybride ADN/ADN ou ARN7ARN. 

Une sequence oligonucleotidique est dite ''de type ADN" si e!le est 
constituee d'ADN ou s'il s'agit d'une sequence polynucleotidique modifiee possedant, 
outre les proprietes d'hybridation de brins des acides nucieiques, au moins une autre 
propriete en commun avec I'ADN. Cette propriete commune dependra bien entendu de Ia 
fonctionnaiite de ia sequence modifiee : e'est dans Texercice de cette fonctionnaiite que la 
sequence en question a une propriete en commun avec PADN (e'est-a-dire ; se comporte 
comme un ADN). 

4 

Une sequence oligonucleotidique est dite "de type ARN" si e!le est 
constituee d'ARN ou s'il s'agit d'une sequence polynucleotidique modifiee possedant, 
outre les proprietes d'hybridation de brins des acides nucieiques* au moins une autre 
propriete en commun avec I'ARN, a savoir d'etre sensible a Ia degradation par Ia RNase 
H dans les memes conditions que TARN. On sail que la RNase H degrade selectivement 



■in ARN d'un hybride ARN-ADN. 7 " v " 

) 

Dans Ie procede de Finvention, le produit de depart comprend un premier 
nent "correspondant" a la sequence a 'amplifier, cs qui signine qu'il s'agit soit de 
:e sequence a amplifier, soit du brin compiementaxre de Iadite sequence a amplifier, 
.t entendu que Ie procede foumit de toute facon une amplification des deux bans 
:plementaires, meme lorsque Ie produit de depart est monobrin. Elle permet d'obtenir 
ic:de nucleique d'Interec sous forme de monobrin, ce qui facilite son amplification 
rieure. 

La capacite de depiacement de brin, qui est bien connue pour certaines 
/merases, conceme, entre autres, ia synthese d'ADN par une ADN polymerase ADN- 
endante ou ARN-dependante. Bien eniendu, cette capacire de depiacement de brins 
plus effxace lorsque ies polymerases concemees n'ont pas d'acrivite de 5'- 
<onuciease. Cette capacite de depiacement de brin petit etre apportee 
rpendamment des polymerases, comme ceia sera precise ci-apres. Par "activite de 
iacement de brin", on designe le phenomene par lequei un agent biologique, chimique 
or '\ re. par exemple une ADN polymerase, provoque la dissociation du complexe 
ne par une matrice d'acide nucleique appariee avec son brin complementaire, cette 
ociation progressant dans une direction de 5* vers 3' en conjonction avec 
ancemen: de la synthase d'un nouveau brin d'acide nucleique" complemencaire de la 
rice. Le dectacement de brin commence a Pextremite 5' d'une sequence d'acide 
ieique appariee at se propage vers Tavai au fur at a mesure que prouresse la synthese 
ide nucleique immediatement en amont du site de depiacement. L'acice nucleique 
-synthetase et Tacide nucleique deplace ont generalemenc !a meme sequence 
ieotidicue qui est complementaire du brin decide nucleique matrice. L'activite de 
iacement de brin peut etre apportee par la meme enzyme que ceile conferant l'activite 
synthese d'acide nucleique, et particuiierement la synthese d'ADN, ou eile peut etre 
activity separee et independante. Des ADN polymerases relies cue l'ADN 
/merase I d'£. co/r\ Ie fragment de Klenow de FADN polymerase I, l'ADN polymerase 
bacteriophage T7 ou T5, la transcriptase inverse du virus HIV ou la transcriptase 
irse du MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) sont des enzymes qui possedent a 
oi- N \ N acrivite de polymerase et une activite de depiacement de brin. Des agents tels 



que les helicases peuveat erre utilises en conjonction avec des agents mducteurs qui ne 
possedent pas d'activite de deplacemerat de farm, afin de produire Feffet de deplacement 
de brin, c'est-i-dire le deplacement d\m acide nucieique simultanement a la synthese cfun 
acide nucieique de meme sequence. De meme, des proteines Relies que Rec A ou la 
Single Strand Binding Protein d'£L coli ou.dHun^ autre organisme peuvent etre utilisess 
pour produire ou favoriser le Replacement de bnn,_ en conjonction avec d'autres agents 
Lnducteurs. Pour plus de details _et une discu^iqn^du^ defacement de brin, on peut 
consulter KORNBERG, A. et BAKER, T.A., DNA Replication, 2nd Edition, pp 1 13- 
225, Freeman, New York (1992). 

II convient de remarquer que Ies polymerases utilisees pour effectuer le 
deplacement de brin peuvent avantageusement~etre egalement pourvue d'une activite de 
ribonuciease H. 

Les termes "fragment decide nucieique", "segment d'acide nucieique" ou 
"oligonucleotide* tels qu'utilises dans la presente demande designent un fragment d'ADN 
ou d'ARN nature!, un polynucleotide naturel ou de synthese, un fragment d'ADN ou 
d'ARN de synthase non rnodine ou comprenant au moins une base modifiee teiles que 
1'incsine, la methyio-desoxycyiidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la 
desoxyuridine, la diam:no-2 ? 6-purine, la bromo-5-desoxyuridine, la pseudouridine, la 
pseudoisocytidine ou toute autre base modifiee permettant i'hybridation. Ce 
polynucleotide peut aussi erre module au niveau de la liaison imemucieotidique (comme 
par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, aJkyi phosphonate), au 
niveau du squelette comme par exemple les alpha-oiigonucieotides (brevet fran?ais 
n° 2 507 507) ou les PNA (Eghoim et al. 9 1992. J. Am. Chenu Soc. 114 : 1395-1897). 
Chacune des modifications peut etre prise en combtnaison. 

Le terme "support solide" tei qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur 
iesquels peut etre immobilise un fragment d'acide nucieique pour une utilisation dans des 
tests diagncstiques, en chromatographic d'affinite et dans des processus de separation. 
Des materiaux naturels, de synthese, poreux ou non, magnetiques ou non, modifies ou 
non chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment les 
polysaccharides tels que les materiaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de 
cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymeres tels que le 



caJo^'re de vinyle, polyethylene, polystyrene, polyacryiate ou copolymeres tels que 
ck#^ere de chlorure de vinyle et de propylene, polymere de chiorure de vinyle et acetate 
de vinyle ; copolymers a base de styrenes ; des fibres naturelles telles que le coton et des 
fibres synthetiques telles que Ie nylon ; des ceramiques; de la siiice. Les supporrs utilises 
dans la presente invention sonc un polymere ce polystyrene, un ccpoiymere butadiene- 
sryrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs polymeres 
ou copolymeres choisis parmi Ie polystyrene, les copolymeres styrene-acryionitrile ou 
styrene-methylmetacrylate de methyie, les poiypropylenes, les polycarbonates ou 
analogues. Avantageusement, Ie support de la presente invention est un polystyrene ou 
un copolymere a base de styrene comprenant entre 10 et 90 % en poics de motifs de 
styrene ou de la silice. Les supports solides selon Tinvention peuvent etre, sans limitation, 
sous la fcrme d'une plaque de micromotion, d f une feuiile, d'un cone, d'un tube, d'un 
puits, de billes ou analogue. 

Le terme "amorce" designe une structure oligonudeocidique simple brin. Ces 
nucleotides peuvent etre des desoxyribonucieotides et/ou des ribonucleotides. Ces 
n\ \ rides peuvent erre modifies ccmme decrit precedemmenc dans le paragraphe reiatif 
a Ja definition du terrne "fragment d'acide nucieique". Les amorces oltgonucleotidiques, 
une fois hvbridees sur une secuence d'acide nucieiaue (ADN, ARN, ou molecule chimere 
ADN-ARN) substantieilement complementaire sont substrats des polymerases. 
L'extremite 3 'OH de ces amorces peut etre eiongee, en presence de nucleotides adequats 
et d'une polymerase, conduisant a [a synthese d'un brin complementaire a la sequence 
matrice sur laqueile est hybridee ladite amorce. Une amorce peuc. egalement etre 
constitute par hybridation de l'extremite d'une sequence d'acide nucieique simple brin sur 
elle-meme, conduisant notamment a la formation de structures en epineie a cheveux ou 
dge-boucie. Les amorces oligonucleotidiques hvbridees sur une sequence d'acide 
nucieique ont la propriete de fixer a leur extremite 3'OH les polymerases. 

La presente invention fournit un orocede d'amoiincacion d'une seciuence 
d'acide nucieique cible (ARN et/ou ADN) (ainsi que de sa sequence complementaire) 
combinant avantageusement Tutilisation d'amorces chimeres et la propriete de 
deplacement de certaines polymerases. La sequence a amplifier peuc etre queiconque. Ce 
p* \ 'a presente les avantages de pouvoir etre mis en oeuvre de fa?on isocherme, de 
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pennettre {'utilisation d'une seuie enzyme comfainant les trois activates eri2ymatiques 
requises (c'est le cas notamment de la, reverse transcriptase) et d'etre realisable 
indifreremment a partir d\ine cible ADN ou ARN, meme lorsque les extremites ne sont 
pas dennies. En outre, il nlmplique pas Incorporation de nucleotides modifies dans les 
produits ^amplification par les polymerases utilisees. 

1 Uinvention a done pour objet un procede d'ampiirication d'une sequence d*un 
acide nucleique cible, ladite sequence comprenant, a partir de son extremite 5\ une 
region amont et, a partir de son extremite 3\ une region aval, - 
ledit procede comprenant les etapes consistant ; - :: . 

- a obrenir un polynucleotide monobrin de type ADN comprenant un premier 
segmem correspondant a la sequence cible a, amplifier et comprenant en outre un 
deuxieme segmem de sequence arbitraire, situe en aval de ['extremite 3* audit premier 
segment, ei 

- i mertre en contact ledit polynucleotide monobrin, 

en presence d'un systeme enzymatique ayant une activite d'ADN polymerase ADN- 
deoencanre, une activite de deolacement de brin e: une activite rLNAse H. e: en presence 
d'un exces de desoxyribonucleosides triphosphates, 
avec un ensemble d'amorces, oresentes en exces, comorenant : 

a) une premiere amorce chimere comprenant successivement, dans le sens 5' 3* : 

- un segment de type ARN, de sequence complemencaire d'au moins une 
partie de la sequence du second segment dudit polynucleotide monobrin, ladite partie 
contenant Texiremite 5' dudit second segment, 

- et un segment de type ADN capable de s'hybrider avec au moins une 
partie de ladite region aval, ladite partie contenant Fextremiie 3* de ladite region aval, 

et/ou 

b) une seconde amorce chimere comprenant successivement, dans le sens 5' 3' : 

- un segment de type .ARN de sequence arbitraire, 

- et un segment de type .ADN, homoiogue d'au moins une partie de ladite 
region amont, ladite partie contenant 1'extremite 5' de ladite region amont. 

etant entendu cme : 

soit la premiere amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 



segment de type ADN de sequence arbitrage, mais dont au moins une panie contenant 
son extremite 3* est capable de s'hybrider avec une partie contenant I'extremlte 3* dudit 
polynucleotide lorsque Iedit segment d'ARN est plus court que Iedit second segment 
dudit polynucleotide simple brin, 

soil ia premiere amorce ne contient pas un tel second segment de type ADNet 
dans ce cas, ledi: ensemble d'amorces contient alors une troisieme amorce dont au moins 
une panie, contenant I'extremire 3' de ladite troisieme amorce, est capable de s'hybrider 
avec au moins une parrie du second segment dudit polynucleotide simple brin, 

et etant entendu que : 

soit la seconde amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 
segment de sequence arbitraire de type ADN, 

soit la seconde amorce ne contient pas un te! second segment de type ADN ec 
dans ce cas Iedit ensemble d'amorces cornprend une quatrieme amorce dont au moins une 
panie, contenant I'exrremite 3* de ladite quatrieme amorce, est homcfogue d'au moins 
une panie de la sequence du segment de type ARN de la seconde amorce, v 

Comme on ie verra dans la discussion ci-aores des dessins annexes, tes 
troisieme et quatrieme amorces peuvem e:re de type ADN ou de cype ARN. 

Les produits de cepan utilises dans Ie precede qui vient d'etre denni peuvent 
etre prepares soit par synrhese ou hemisynthese, soit seion les differences "voies d'entree" 
qui seront decrites ci-apres. 

On decrira ci-apres, en faisant reference aux dessins annexes, les schemas de 
fonctionnement du precede de ['invention avec cenains produits de depan et/ou cenaines 
amorces panicuiieres. II est aise de verifier que ['ensemble des produits de depan (doles) 
et/ou amorces te!s que definis ci-dessus peuvent donner lieu a une reaction 
d'amolification seion I'invention. 

Les divers segments, presents dans les amorces, qui sont susceptibles de 
s'apparier avec Ia cibie ou les produits qui en deriyent et d'amorcer alors la synthese d'un 
brin nucleotidique dans le precede de Hnvention, ont une longueur surfisame pour 
permettre ['elongation par une polymerase. Cette longueur suffisante peut etre 
de:erminee dans chaque cas par de simples experiences de routine. Eile est d'au moins 2 
nucleotides et de preference d'au moins 5 nucleotides. Ces conditions vaient notamment 
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pour les segments de type ADN des premiere et deuxieme amorces ; pour les troisieme et 
quatrieme amorces ; et pour les cinquieme et sixieme amorces qui seront derlnies ci- 
apres. Les ra&nes conditions minimum valent bien entendu pour les sesments, regions ou 
zones du polynucleotide cfoie (et des divers polynucleotides formes au cours du procede 
de Tinvention) qui sont susceptibles d'hybridation avec ces amorces ou segments 
d'amorces. ........ . : ... ..... . 

Quant au segment de type ARN des premiere et seconde amorces, il contient 
au moins 1 ribonucleotide, en particulier au moins 2 ribonucleotides et par exemple au 
moins 4 ribonucleotides. 

Dans un mode de realisation paniculier de rinvention, et afin de limiter le 
nombre d'amorces nucieotidiques utilisees dans la present e invention, les premiere et 
deuxieme amorces chimeres peuvent etre choisies identiques, ou paniellement identiques. 
En particulier, leurs segments respectifs de type ARN peuvent etre identiques. De meme, 
ieurs seconds segments (facultatifs) de type ADN peuvent etre identiques, s'iis sont 
presents. Par ailleurs, les troisieme et quatrieme amorces peuvent etre idenriques, et 
peuvent en paniculier etre homologues du segment de type ARN des premiere et/ou 
seconde amorces. 

Selon un mode de realisation particulier, 1'acide nucleique cible d'origine peat 
etre un .ADN cu un ARN isole d'un echantillon biologique. Dans ce cas,*il est possible 
d'obtenir une reaction d'ampliricarion telle que definie precedemment, au depart de Tacide 
nucleique cible, en 3joutant reus les reacrifs necessaires (amorces, polymerase, etc.) des 
le debut de la reaction, eventueilement aores denaturation de !a cible. Ce mode de 
realisation particulier est caracterise par le fait que, pour obrenir [edit polynucleotide 
monobrin de type ADN utilise comme produit de depan dans le procede denni 
precedemment, on opere au depan d*un acide nucleique cible contenant la sequence a 
amplifier et se prolcngeant, au-dela de Textremite 3' de ladire sequence a amplifier, par 
un segment polynucleotidique aval contenant une zone oligonucleotidique dite aval, et se 
prolongeant eventueilement au-dela de I'extremite 5 1 de ladite sequence a amplifier, par 
un segment polynucieotidique amon^ 

on met en contact Iedit acide nucleique cible en presence d'un exces de 
desoxyribonucleosides triphosphates et en presence : 



- dudit sy st erne a activites ADN polymerase, deplacement de brin et RNAse H, 
• et d'un ensemble d ! amorces contenant des amorces teiles que dennies 
precedemment et contenant en outre une cinquieme amorce (CI) capable de s'hybrider 
avec ladite zone aval de la cfole. On peut egalement ajouter une sixieme amorce (C2) 
homologue d'une zone oligonucieotidique, dite zone amont^ . dudit segment 
polynucieotidique amont, et done capable de s'hybrider avec~une sequence 
complementaire de ladite zone amont. Bien entendu, tous !es reactifs peuvent etre 
melanges des le depart, la reaction d'ampiincation cyclique faisant suite a I'obtention du 
polynucleotide simple brin, denni precedemment comme produit de depart, sans mesure 
operatoire panicuHere. 

Selon un autre mode de realisation, le produit de depan est un ARN 
contenant la sequence a amplifier. Dans cs cas, pour obtenir led:: polynucleotide 
monobrin de type AJDN, il suffit de metrre en contact ledit ARN de depart avec lescites 
premiere et seconde amorces e: le cas echeant avec lesdites troisieme et quatrieme 
amorces. 

L'invention a encore pour objet un necessaire permeuant la mise en oeuvre 
de la methode d'ampiincation decrite precedemment.. pour la detection d'un acide 
nucieique c:ble susceptible d'etre present dans un.echantiilon. 

L'acice nucieique cibie peut etre isole a panir d'un echamillon de toute 
matiere de depart suspecree de le comenir. Pour les animaux, et plus parriculierement les 
rnammiferes, Torigine de ces matieres peut etre le sang, la mcelle osseuse, la lyrnphe, les 
tissus durs (foie, rate, rein, poumon, ovaires, etc.), des crachats. des froctis, les feces. 
Turine, le sperme, etc. D'autres origines de matieres de depan peuvenr etre des plantes, 
des preievemems du sol T des aliments, ainsi que toute autre source suspectee de contenir 
des organismes biologiques. 

L'isoiement des acides nucleicues de ces matieres de deoart oeut etre realise 

* * * 

de di verses fag ens connues. qui ne seront pas rappelees ici. 

Des que les acides nucieiques sont isoles, ils peuvent etre soumis a une 
fragmentation sommaire par des moyens tels que le traitement aux uitrasons, arm 
d'obtenir des fragments de taille inrerieure a 10 kilobases. Cela permet alors de facilicer la 
denaturation initiate, en particulier dans le cas d'un acide nucieique double brin. 
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Les fragments d'acide nucleique cifale ainsi obtenus sont denatures, le cas 
echeant, ann de les rendre simple brin et de permettre.rhybridation des amorces AI et 
CI, et, si I'acide nucleique initial. est double brin, A2 et C2 (ou vice versa). Les amorces 
AI, A2, CI et C2 sont definies ci-apres dans la description des schemas representes sur 
les dessins annexes. L'augmentation de la temperature a environ $5°C est preferable pom- 
la denaturation, mais la separation des brins peut:.egalement,i.etre,;realisee par 
augmentation du pH, puis neutralisation du milieu afin de .permetire. l'hybridation des 
amorces sur la cible. Avant ou apres que les acides nucleiques cibies soient denatures, un 
melange reactionn.el contenant un exces de desoxyribonucleosides triphosphates, 
d'amorces appropriees et un melange d'activites enzyma:iques ADN polymerase, 
deplacement de brin et RNAse H est ajoute. Dans le cas ou I'elevation de temoerature est 
utilisee pour denaturer les acides nucleiques cibies, a moins d'utiliser des enzymes 
thermostables, il est preferable d'ajouter les enzymes apres denaturation. Le melange 
reactionnel necessaire a la realisation de la reaction d'ampiincation seion I'invemion peat 
egalemem contenir par exempie des polyols te!s que le glycerol, le sorbitol et le 
polyethyienegiycal ou des agents denaturants et/ou des soivams te!s que le 
dimerhyfformamide le dimerhylsulfoxyde (DMSO), des agents stabiiisareurs eels que 
Taibumine, des sucres teis que le trehalose ou le mannose, etc. Ces reactirs peuvent en 
effet permettre de reduire les reactions d'hybridation non specifiques qui pourraient 
engendrer un eventuel bruit de fond. 

Les polymerases utiiisees dans le precede de i'invention sont de preference 
pourvues d'une activite de deplacement de brin. Cette activite est une propriete bien 
connue de certaines ADN polymerases (Sambrock et a/., 1939. Molecular Cloning : A 
Laboratory Manual, 2nd Edition, pp. 5.33-5.35, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor). Les proprietes des ADN polymerases, et notamment de Tactivite de 
deplacement de brin de certaines d'entre eiles, sont detaillees par Kornberg et Baker, 
DNA Replication, 2nd Edition, pp. 113-225, Freeman, New York (1992). Le 
deplacement de brin n'est pas une propriete commune a toutes les ADN polymerases, 
puisque certaines d'entre eiles, comme la T4 ADN polymerases, ne sonr pas capables de 
realiser, seulss, le deplacement de brin. L'activite de deplacement de brin a ete mise en 
evidence initialement pour le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d' Escherichia 



!fi., : J imune et Richardson, 197L J, Biol, Chem. 246 : 2692-2701), ce qui ccnrere a 
.tie enzyme la capacite dlniuer la replication d'un acide nucleique a panir de Pextremite 
OH d'une cesure sur ua ADN double brih. Cette activite de deplacement de brin a 
galenent ete mise en evidence chez des ADN polymerases thermostables teiles que la 
7/ ADN polymerase (Kong et at. 1993. J. Biol Chem. 268 : 1965-1975). Dans ce cas, 
.1 a egalement ete moncre que des formes" mutees de cette enzyme ne" possedanr pas 
d'activite 5-3* exonudease possedent une pius grande capacite de deplacement de brin. 
Cette activite de deplacement de brin a egalement ete mise en evidence pour la T7 ADN 
polymerase (Lechner et ai 7 1983. J. Biol. Chem, 253: J 1 1 74- 1 1 1 34) et pour !a 
transcriptase inverse d'HIV (Huber eiai, 1939. J. Biol Chem. 264 :.4669-4673). 

De preference, une .ADN polymerase depourvuc d'activite 5-3' exonudease 
est ut:Iisee pour la realisation du cycle c'amplincation seton ['invention, puisque 
I'eScacite de I'activite de deplacement de brin est superieure chez des enzymes 
depourvues d'une telle activite d'exonudease. Le fragment de Klenow de I'ADN 
^'vrnerase I $ Escherichia coli constime un exempie de polymerase depourvue d'activite 
/-J' exonudease, de mime que des polymerases teiles que !a T7 ADN polymerase ou la 
Secuenase (US Biochemical). La T5 ADN polymerase ou ia Pht29 ADN polymerase 
peuvent egalement etre utiiisees. Neanmoins, on peut utiiiser une ADN polymerase 
pcssedam cette activite 5'-3* exonudease, iorsque ce!Ie-ci n'empcche pas la realisation de 
la methcce d'ampiincacion. Dans ce cas, le rendsment de la reaction d'ampfincaticn peut 
etre ameiiore par inhibition specirique de Tactivite 5-3' exonuclease des ADN 
polymerases dans les conditions de reaction utiiisees. 

La presente methcde d'amplification necessite une eiape de transcription 
inverse Iorsque le produit de depart est un A&N. Cette etape de conversion, de TARN en 
ADNc, peut notamment se realiser par 1'utilisation d'une transcriptase inverse de type 
AMV (Avian Myeloblastosis Virus) ou MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 
couramment disocmbles ccmmercialement. Toute autre enzvme oossecant une activite 
-ADN polymerase ARN- et/ou ADN-dependante peut etre utilisee dans ia presence 
invention, pourvu qu'eile possede une activite de deplacement de brin. Dans le cas 
contraire, I'activite de deplacement de brin peut etre conferee par un agent inducteur, une 
activite de type helicase ou Rec A. Les proprietes de Rec A. notamment dans le 
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processus de reassociation d' ADN simple brin, de capture de brin ou d'assimilation de 
brin sont detaillees par Mc Entee et Weinstock dans The Enzymes, vol. XEV, pp 445- 
470. L'etape de transcription . inverse peut par exernple etre realises a Taide de TADN 
polymerase I $ Escherichia ccli^czx \\ a ete demontre que carte enzyme possede 
5 egalement une activite ADN polymerase ARN-dependante (Ricchetti et Buc, 1993. 
EMBO 12 : 387-396). On peut egalement utiliser dans ce but des ADN polymerases 
thermostables ARN- et/ou..ADN-dependantes, telles^que. la Taq polymerase ou la Tth 
polymerase ; pour une revue sur les proprietes des ADN polymerases thermostables, voir 

to 

Rolf et cl. y PCR : Clinical Diagnostics and Research, pp. 224-253, Springer- Verfag, 
10 Heidelberg (1992). 

Du fait de ['utilisation des proprietes de la RNAse H et d'amorces chimeres 
relies que decrites, la presente invention ne necessite pas d'activire endonudease ou 
exonuclease afin d'amorcer le deplacement de brins par l'ADN polymerase. 

De merne, contrairement a diverses methodes d'amplification, la presente 
15 invention ne necessite ni des cycles de temperature, ni une denaturation chimique afin de 
dissocier ie brin necsynthetise de sa matrice. Dans cette methode, une seuie temperature 
peut etre employee, des que la denaturaricn initiale de la cible a etc effecruee, le cas 
echeant. Cette temperature doit etre suffisante pour que les conditions d'hybridation qui 
autorisent une hybridation specirique des amorces sur leur cible soient . sumsamment 
20 discriminantes. Cette temperature peut etre siiuee par exemple e:ure 37°C et 50°C avec 
des reactifs enzymatiques conventionnels, mais peut etre pius elevee (par exemple 50 a 
SQ°C) si Ton a recours a des enzymes thermostables. 

On va maintenant decrire cenains modes de realisation panicuiiers de 
['invention, en faisam Ie cas echeant reference aux dessins annexes. Dans ces dessins, un 
25 segment de iigne droite represente un fragment d'acide nucieique de type ADN, et un 
segment de Iigne ondulee represente un fragment d'acide nucieique de type ARN. Une 
fieche (->) ou une demi-fleche ( — - ou ~ ) symbolise i'exrremire 3*. Le sisne // indique 
Fexistence eventuelle d'une panie amont ou aval non representee. Les couples de brins 
(ou de brins et segments d'amorces) represents parallels sont bien entendu hybrides. 
30 La figure 1 decrit une voie d'entree pour Ie procede d'amplincation de \ 

Tinvention a panir d'ADN, simple ou double brin, utilisant un ensemble d'amorces 



renfermant deux amorces chimeres de type A (Al et A2) correspondant aux premiere et 
seconde amorces, deux amorces de deplacement de type B (Bl et B2) correspondant aux 
troisieme et quatrieme amorces et deux autres amorces de deplacement de type C (CI et 
C2) correspondant aux cinquieme e: sixieme amorces. Les amorces B et C sont des 
amorces de sequence de type ADN, tandis que les amorces A sont des amorces chimeres 
teiles que dennies, et qui dans Texemple propose ne conriennent pas de second segment 
de type ADN. - ' ~- 

La figure 2. decrit une variante de la voie d'entree presentee ci-dessus, 
utilisant un ensemble d f amorces tei que denni precedemment mais qui contient une seule 
amorce de deplacement de type C. 

La figure 3 decrit une autre variante de la voie d'entree sur cibie .ADN, 
mettant en oeuvre des amorces A renfermant un segment facultarif de tvoe ADN a leurs 
exrremites 5'. 

La figure 4 represente une voie d'entree de la meihode d'amplificarion de 
['invention, a parcir d T une cible d'ARN, utilisant un ensembie d'arnorces renfermant 
seulement deux amorces chimeres de type A et deux amorces de deplacement de type 3. 

La figure 5 represente un schema reactionne! d'ampiification cyclique 
pouvant etre obtenu avec Ie procede de i'invention. 

La fieure 6 resresente une variante du schema reactionnel d'ambiirlcation 
cvciioue de la fieure 5, dans le cas ou les amorces ce deolacement Bl et B2 sont 

constitutes d'ARN. 

Seion un oremier mode de realisation de i'invention, les amorces Al er A2 ne 
renferment pas a Ieur extremite 5 ! la sequence facultative de type ADN. Apres 
denaturation initiaJe de I'acide nucieique cible suppose ici sous forme de double brin 1,2, 
les amorces Al, CI d'une pan et A2, C2 d'autre pan s'hybridem sur leur brin d'acide 
nucieique respectif (figure 1). On notera que la produit de depart de la figure 1 pourrait 
etre un heteroduplex ADN-ARN. L'eiongation simultanee des amorces en presence d'un 
exces de desoxyribonucieosides triphosphates et d'une ADN polymerase (ARN er/ou 
ADN dependante, selon que la cible est de i'ADN ou de TARN) conduit au deplacement 
du brin d'ADN 3 provenant de I'eiongation de Al par elongation du brin 4 issu de CI, et 
Ie deplacement du brin 5 provenant de I'eiongation de A2 par elongation du brin 6 issu de 
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C2. Sur les ADN simple brin 3 et 5 obtenus par elongation des amorces Al d'une pan e: 
A2 d'autre part, les amorces A2 et C2, et Al et CI, respectivement peuvent aiors 
hybrider. L'elongarion de CI (produisant le brin 10) pravoque ie deplacement du brin 9 
synthetase a panir de I'amorce Al, et Telongadon de C2 (produisant Ie brin 8) provoque 
le deplacement du brin 7 syntherise a parrir de Pamorce A2. Les deux brins 7 et 9, de 
longueur definie, ainsi liberes sont parraitement complementaires, .et. peuvent s'hybrider 
l\in sur Tautre, ou s'hybrider avec les amorces A2 (brin correspondant a l'elongation de 
Al) ou Al (brin correspondant a l'elongation de A2), ['hybridation de ces amorces 
courtes etant cependant favorisee sur le plan thermodynamique. 

L'elongation de Al et A2 sur leurs brins complememaires respectifs 7 et 9 
conduit aiors a un polynucleotide chimere double brin (7,9) de longueur definie, chacun 
des brin consistant en un brin chimere consistant en la sequence cible a amplifier, ou son 
complementaire, et comprenant en outre : 

- a son exrreinite 5\ un segment de type ARN de sequence homoloeue de la 
sequence du segment de cype ARN de Tune ou Fautre des amorces Al ou A2. seion Ie 
brin considere, 

- a son extremite 3', un segment de type ADN de sequence complementaire 
de la sequence du segment de type ARN de Tune ou I'autre des amorces A2 ou Ah seion 
le brin considere. 

Le polynucleotide chimere double brin obtenu ci-dessus est un subsxrat de la 
ribonuciease K (ou RNAse K). La RNAse H permet la degradation selective d'un 
segment de type ARN, dans un heteroduplex ADN/ARN. Par consequent, apres 
digestion par la nuclease, on obtient un polynucleotide double brin tel que defini 
precedemment, dans lequel Ie segment de type ARN est degrade sur au moins un des 
deux brins. Ce polynucleotide double brin 11,12 presente aiors a Textremite 3 1 d ? au moins 
Tun de ses brins, une sequence dADN, simple brin, qui comprend une sequence 
complementaire de I'amorce Bl ou B2, seion le brin considere. Apres hybridation des 
amorces Bl et/ou B2 sur Ieur cible respective, ces amorces sont etendues par l'ADN 
polymerase, provoquant Ie deplacement du. brin d'ADN localise en amont desdites 
amorces. On obtient les double brin 12,13 et/ou 11,14, avec liberation des produits 
simple brin 1 1 et/ou 12 qui renferment la sequence a amplifier (ou son complementaire) 



e: qui constituent les polynucleotides simple brin pouvant etre utilises comme point de 
depart du cycle d'ampiincation selon I'invention. 

De maniere avantageuse, les amorces Bl et/ou B2 sont de type ARN. Ea 
effet, cans ce cas, en presence d'un exces d'amorce B 1 et/ou B2, comme Ie montre la 
figure 6, u est possfoie d'augmenter Ie nombre de copies que Ton peat obtenir sur la base 
d'une seuJe hybridation de I'amorce A2 et/ou Ah On notera que les brins 7 et 9 peuvent 
egalement sliybrider avec les amorces BI et B2, respecuvement, et on peut aisement 
verifier qu'ici encore, on obtiendra la liberation des monobrins 1 1 et 12. 

II est aise de constater que la voie d'entree precedemment presentee peut 
egaiement etre realisee en utiiisant seulement I'amorce Cl ou C2, associee aux amorces 
Al et A2, et eventueiiement Bl et/ou B2. Dans ce cas (Figure 2), apres denaruration 
initiale de 1'acide nucleicue cible 1,2, hybridation des amorces Al et/ou A2 et Cl ou C2, 
et ennn elongation par i'ADN polymerase, seul Ie brin 3 provenant de Telongation de Al 
est deplace par la synthese du brin 4 issu de Cl (ou bien seul le brin provenant de 
relongation de A2 serai: depiace par elongation du brin issu de C2). Le monobrin 3 peut 
alors s'hybrider avec "amorce A2. L'elongation de cette amorce conduit a la formation 
d'une molecule double brin 3,7, presencant en paniculier, a Tune de ses extremites, un 
segment hereroduplex ARN/ AD N. La degradation specirique de la sequence de type 
ARN dans ce: heterodusiex oar la RNAse K oermet d'obtenir a rexrremite 3* de 7 un 
segment monobrin de tvce ADN ccmoiementaire de I' amorce BL et la transformation du 
brin 3 en brin 15. L elongation de cette amorce Bl s'accompagne d'un deplacement du 
brin 15 e: de la production d'une molecule doubie brin 7,16, presentant ei!e aussi, a Tune 
de ses extremites, un segment heterodupfex ARN/ ADN. Apres digestion par la RNAse 

* 

H, hybridation de I'amorce B2 ou BL respecrtvement, et elongation, le polynucleotide 
simple brin 12, qui renferme la sequence a amplifier, ou son compiementaire, et qui peut 
etre utilise comme point de depart du cycle d'ampiification seion I'invention, est licere par 
ia formation du duplex 15 J 7. 

Selon un autre mode de realisation de ['invention, les amorces A I et A2 
presement a leur extremite 5\ en amont du segment de type ARN, un segment de type 
ADN, de sequence dennie. Comme Ie montre ia figure 3 cette caracteristique, sans 
modifier le principe meme de I'invention, perme: de supprimer I'utilisation des amorces 
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B 1 er B2. En effet, Iorsque ie segment de type ARN de Pamorce Al ou A2, hybridee a sa 
cible, est digere sous Paction de la ribonuciease H, il est aise de constater que Ie segment 
A*l de type ADN issu de Pamorce AI (ou A"2 issu de r amorce A2) peut remplir la 
foncxion de Pamorce de deplacement Bl (ou B2) decrite dans les modes de realisation 
precedents. *: .-- . - -..Z". /: izsi 

n est par aiileurs interessant de noter que Iorsque Tacide nucleioue de depart est 
un ARN simple brin, Putilisarion de Pamorce CI ou C2 n'est plus requise/En effet, 
ccmme le montre la figure 4, apres hybridation et elongation de ['amorce Ai par exemple 
le long du brin la, la matrice ARN est degradee par la RNAse H, Iiberant un monobrin 3 
de type ADN qui est capable de s'hybrider avec Pamorce A2. Comme decrit 
precedernment, Putilisarion alternative des activates de polymerisation associees au 
emplacement e: a la digestion par la RNAse H, en presence des amorces Al et A2, et 
eventuellement BI et/ou B2, permet d'obtenir des polynucleotides simpies brins, qui 
rerierment la seauence a amDiiner, ou son comulementaire, et cmi sent utilises comme 
point de depart du cycle ^amplification seion Pinvention. On voit sur la figure 4 que Ie 
schema reactionne! decent tres rapidement identique a ceiui de la figure 2. Cette 
particularize peut erre mise en oeuvre Iorsque Ton souhaire amplifier de maniere 
specifique una sequence donnee comprise dans un acide ribonucieique (.ARN) et qui est 
susceptible d'etre egalement comprise, dans le milieu reactionne! d'origine; dans un acide 
descxyribonucieique (.ADN), Dans ce cas, la seule omission de Pamorce CI et/ou C2 
dans le milieu reactionnel suffit a obtenir une specificite d'ampiification selon la nature, 
ADN ou ARN, de la cibfe. Autrement die, en I'absence de Cl e: C2, il sera possible de 
n'ampiiner la sequence cible que si e!le est presente sous' forme d'ARN cans Pechanrillon 
etudie, et il n'y aura pas d'ampiification si Iadite sequence cible n'est presente que sous 
forme d'ADN. On remarquera par aiileurs qu'il est possible d'hybrider sur PARN de 
depart une sonde nucieique de nature .ADN afin de definir une extremite 5 T de TARN. 
Grace a Thybncarion de cetre sonde, dite de biccage, et a la digestion par la RNAse H, il 
est possible de definir precisement jusqu'oii ['elongation de Pamorce Al pourra etre 
realisee. 

Les voies d'entree evoquees ci-dessus peuvent egalement etre reaiisees a 
panir d'une cible capturee par le biais d'une sonde fixee sur un support solide. Cette 



sonde peut etre immobilises de maniere covalente ou passive; telle que decrite dans Ie 
brevet Fran?ais a 3 91 09057 et la demande de brevet intemationaie WO 91/19812. Cette 
immobilisation de sondes peut egalement etre erfectuee par Ie biais de (co)polymeres, 
notamment un copolymere de N-vinyipyrroIidone auxquels sont couplees des sondes par 
formation a ft un conjugue, lequei conjugue est immobilise sur un supporr;soIide par 
adsorption passive. Plus panicuiierement, !es amorces Al et/ou A2, ou CI et/ou C2 
peuvent etre fixees sur support solide, a condition que cette fixation ne soit pas realisee 
par i'extremite 3' des amorces, afin que I'extremite 3* de cas amorces soit capable 
d'elongation par une ADN polymerase en presence de descxyribonudeosides 
triphosphates. En outre, tout ou partie des amorces Al et Cl d*une 'part et A2 et C2 
d'autre part peuvent etre reiiees Tune i I'autre par Ie biais d'un bras de liaison quelconque 
(de nature hydro carbonee, n.ucleotidique ou autre) et ce, a partir de leur extremite 5\ de 
fa?on a controler et equiitbrer les quantites respectives de Al par rapport a Cl, d'une 
part, et de A2 par rapport a C2, d'autre part, dans la reaction d'amplincation decrite. 

Le polynucleotide simple brin 11 libere (figure 1) peut s'hybrider avec 
!' amorce A2. De meme, les polynucleotides simple brin teis que 12 ou 12a iiberes, 
corr.me precedemment, peuvent s'hybrider avec ['amorce Al (Figure 5). Apres elongation 
de F amorce par l'ADN polymerase formant \$ double brin 18,12, et digestion par la 
ribonuclease H, I'amorce Bl peut a nouveau s'hybrider sur 12 et former Ie double brin 
20,12, en liberam erace a i'activite de defacement, la sequence d'ADN simole brin 19 
correspondent a la sequence que Ton souhaite amplifier et sur laqueile peut s'hybrider 
1'amorce A2. Par un schema analogue utiiisant I'amorce 32, on obtient Ie simple brin 24, 
et I'elongation de Al conduit a nouveau au double brin 18,12. 

L'ADN issu d'une des deux voies de la methode d'amplifi cation decrite 
(figure 5) etant substrat pour la deuxieme, et vice et versa, il apparalt done que la 
methode seicn ['invention est une technique d'ampiification cyclique. 

On voir sur !e schema de la figure 5 que ['hybridation de Al sur 12 conduit 
au double brin 12,19, comme precedemment. L'hybridation de I'amorce Bl t qui est cette 
fois en ARN, conduit au depiacement du brin 19 avec formation du duplex 12,20a qui est 
semblable ou identique a 12,18. L'hybridation de A2 sur 19 conduit au duplex 11,21a 
(sembiabie ou idenrique a 11,21) et Taction de la RNAse H fournit Ie duplex 11,24. 
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L'hybridation de la sonde B2 (ARN) Iibere 24 sous forme de monobrin, avec reformation 
du duplex 1 1,21a. L'hybridation de Al sur 24 conduit au duplex 12,18, et ainsi de suite. 

Ainsi, au cours du temps, piusieurs cycles de reaction (famplification 
pourront se produire, jusqu'a I'epuisement des reactiB tels que !es : nucleosides 
triphosphates et les amorces, -.conduisant a une amplification dont le* rendement 
correspond a 10 9 a 10 12 molecules' d'ADN produites pour une seule" molecule cibie 
initiale. En fonction des concentrations desreactifs utilises, ef notamment deVdifferentes 
amorces, on peut egalement privilegier, par la methode d'arnplification, la production de 
1'un ou l'autre des brins de 1'acide nucleique cible de depart. 

La raise en oeuvre du procede de 1'invention peut etre suivie, si desire, 
d'etapes de separation et/ou de detection des produits de reaction par diverses methodes 
connues. Les methodes de separation comprennent, entre autres, la separation 
magnetique, ia capture sur support solide, sur membrane, sur filtre ou sur un poiymere. 
Dans chaque rnemode, un residu de caprure peut etre fixe a une bille magnetique, a une 
membrane, a un nitre ou a un poiymere. Les biiles, Ia membrane, le support solide, le 
filtre ou le polymers peuvent etre ensuite testes quant a la presence ou I'absence du 
produit d'ampiirlcation. Les residus de capture peuvent etre, par exemple, une sequence 
d'acide nucleique complementaire du Droduit de la reaction d'amoiiricaiion. des rjroteines 
ou des anticorps diriges contre un ligand ou un haptene incorpore dans une des amorces 
utiiisees, ou dans le produit d'amplhlcation. Le systeme de separation peut etre couple ou 
non au systeme de detection. Diverses methodes de detection peut etre utilises. L'une 
d'entre eiles ccnsiste a detecter les produits de reaction ayant une taille definie par 
separation electrophoreiique. Les methodes varient selon le procede de separation, qui 
peut impliquer la separation sur gei, Ia fixation sur dinerenies phases solides (billes, 
plaque de microtitration, latex, panicuies magneriques). Une autre methode utilise le 

marquage d'une sonde de detection avec un radioisotope tei que le ^ 2 P, par exemple, 
puis ia detection de la radioactivite emise par les produits de reaction en combinaison ou 
non avec une eiecrrophorese. Une autre methode consiste a modifier chimiquement une 
amorce oligonuclectidique en y ajoutant un ligand (Ia biotine ou la digoxigenine, par 
exemple), une enzyme (la phosphatase alcaline, la peroxydase, Ia Q-galactosidase, par 



exemple), un marqueur fluorescent (la phycobiliproteine, la fluoresceine ou la rhodamine, 
par exemple), un marqueur luminescent (un' ester d'acridinium, par exemple) ou une 
combinaison de ces modifications. Une autre methode consiste a utiliser une amorce 
nucleotidique de detection qui s'hybridera sur Ie produit de reaction "d f amplification et 
sera eiongee par une polymerase en presence de ribonucleosides triphosphates (cette 
amorce peut dans ce cas etre egalement modinee comme decrit precedemment). Les 
systemes de detection utiies pour la pratique de rinvention comprennent les systemes 
homogenes* (c'est a dire qui ne necessitent pas de systeme de' separation) et, par 
opposition, les systemes heterogenes. Dans chaque systeme, un ou plusieurs marqueurs 
d electables sont utilises e; la reaction ou remission du systeme de detection est mesuree, 
par exemple par des moyens automatises. Les exempies de systemes de detection 
homogene comprennent Ie transfert d'energie de fluorescence, la protection par 
hybridation (luminescence d'acridinium), la polarisation de fluorescence et la detection 
immunoiogique d f un donneur d'enzyme cionee. Les exempies de systemes heterogenes 
comprennent les marqueurs enzymatiques (peroxvdase, phosphatase, O-galactosicase), 
les marqueurs fluorescents (marqueurs enzymatiques, rhodamine, fluoresceine), et les 
systemes chimioluminescents e: bioluminescents. Dans ces systemes de detection, les 
marqueurs d electables peuvent e:re conjugues a un residu de capture, ou les produits 
d'amplirication peuvent etre generes en presence d'une proteine pouvant etre reconnue 
par un ligand, ou d'un anticorps pouvant etre reconnu par un haptene, 

Le precede de rinvention peut egalement etre utilise comme methode de 
detection indirecte d'une molecule d'interet dans laqueile un polynucleotide, utilise 
comme marqueur couple a la molecule d'interet, est ampiine. Les produits d'amplification 
du polynucleotide marqueur peuvent eux-memes etre detectes directement par 

['incorporation tors de leur synthese de nucleotides modifies tels que marques au [ J - P] 

ou au \} K] ou, peuvent etre egalement detectes de fa?on indirecte seion les methodes 
decrites precedemment. 

Une autre application du precede de Tinvention est Tobtenrion d'un produit 
d'amplincation utilisable comme sonde, ou utiiisable comme matrice pour la 
determination de sa sequence nucleotidique. Les produits amplifies peuvent etre separes 
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des enzymes uriiisees pour ramplificafion, afin d'etre utilises des procedes uiterieurs 
irnptiquant d'autres reactions enzymatiques, d'autres systeines d'amplification, des 
methodes de sequen?age ou des methodes de synthese d'acides nudeiques, pour ne citer 

que quelques exemples. ........ .... ...... 

Llnvearion concerne egaiement un procede d'amniiacation d*une sequence 
d'ADN cifaie dans Iequei on. utilise au moins une amorce d'ARN comniementaire dHine 
zone aval de la sequence cible, en presence de nucleosides triphosphates et d\in systems 
enzymatique ayant une activite d'ADN polymerase avec deplacement et une activite 
dTWAse H. L'elongarion de 1'amorce, suivie de sa digestion par !a RNAse, fournit un 
duplex forme par I'ADN cible et un ADN compiementaire, a extrernite 5' dennie. Une 
nouvelle hybridation de I'amorce sur ce duniex conduit au deolacemenr dudit brin d'ADN 
compiementaire a extrernite 5' dennie, avec formation cu meme duplex que 
precsdemment, et ainsi de suite. La figure 6 contient une iiiustraiion de ce procede. Ce 
orocede oeut etre utilise notamment pour obtenir de muitioles cooies d'un seui brin d'un 
acide nucieinue double brin. 

* 

Les examples suivants iilustrent "invention sans toutefois la iimiter. A moins 
qu'eiles ne scient specinees, toutes les methodes relatives a la mise en oeuvre des 
experiences decrites cans les exemples ci-apres ont ete realisees conformement a leur 
description par Sambroofc et at. (1989. Molecular Cloning ; A Laboratory Manual, 2nd 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). 

EXEMPLE I : Synthase des oligonucleotides chimeras ARN/ADN 

Les oligonucleotides chimeres KDCA (SEQ ID 3 ) et RDC-I2 (SEQ ID 4) 
sont prepares sur symheiiseur Expedite (Millipore). La synthese se deroule de 3* en 5' en 
utiiisant la chimie des phosphoramidites. La panie ARN est realisee avec des 
ribonucleotides phosphoramidite a deprotection rapide foumis par la Societe Perkin 
Elmer. lis sont prcteges en 2' par un groupement ter-butyidimethylsilyle (t-BDMS), 
(Adrnf : ref 401350, Gdmf : ref 40I3SI, Cibu : ref 401352 et U : ref 401353). Lapartie 
ADN se situant en 3', la synthese des chimeres demarre sur un support portant un 
desoxyribonucleotide a deprotection et clivage rapide foumis par la societe PerSeptive 



BiosystemsL Les supports de symhese sont des colonnes ADN \\xmol DMT-dG(tBPA)- 
CGP (ref. GEN0841S4) et thymidine-CPG (ref GEN06I530). 

Les deux cycles de symhese utilises sont conformes aux instructions du 
constructeur 

Une solution d'ammoniaque dans Terhanol est utilisee pour diver la liaison 
chimere-support.. Cette solution est obtenue en meiangeant 3 volumes d'une solution 
aqueuse d'ammoniaque (AJdrich, Ref. 338813) a 1 volume Methanol pur (Merck, ref. 
983). 

La deprotection de I'oligonucleotide chimere, a I'exception des groupemenis 
hvdroxvles en 2' de la oanie ARN, est reaiisee dans certe meme solution ammoniacaie 
pendant 3 heures a 55~C 

Acres evaporation de la solution ammoniacaie, a Fevasoraieur rotatif 1,5 
mL de trifluorhydrate de tHethy [amine (TEA 3HF, AJdrich, Ref 344648) sont aioutes 
pour deproteger ies groupemenrs hydroxyles en 2*. Apres 24h de contact a temperature 
ambiante et sous agitation, avec le TEA 3HF, 300ul d'eau sent ajoutes et les 
oligonucleotides sont precipites au butanol (.AJdrich, Ref 154679). 

Apres precipitation, la molecule chimere est sechee sous vide dans un 
evaporateur rocatif puis reprise dans 1 rrJL d'eau -sterile et purifies par chromatographic 
en phase inverse dans !es conditions suivantes : 

Coionne preparative sur Uitrapcre RPMC Beckman 
do 5 urn, lG*250mm 
N° de serie n 3 238770 
Tampons : A=Ac«ate d' ammonium 0, 1M pH6.5 

B- Acetate d'ammonium 0,05M/Acetonitriie 50% 
References : Acetate d'ammonium Merck (ref 1 1 160500) 
Aceronitrile : BAKER HPLC gradient grade 

Gradient ; de 0 a 30 % de B en 45 min, avec un debit de 4,7 mL/min. 
Les solutions d'oligonudeatides chimeres sont chauffees a 90°C pendant 5 minutes puis 
injectees en HPLC. 
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EXEMPLE 2 : Hybridation d'une amorce chimere sur sa dole, digestion par la 
RNAse H du segment AUN, hybridation d'une amorce de de-placement et elongation 
de cette amorce 

Get exemple a pour but de montrer d'une part qu'apres degradation par la 
RNAse H du segment ARN d'une amorce chimere ARN/ADN prealablement hybridee 
sur une cible ADN, il est possible d'hybrider une amorce (ADN ou ARM) de depiacement 
en amont du segment .ADN, rate hybride de la chimere, et d'autre pan que cette amorce 
de depiacement peut servir de substrat a une ADN polymerase en vue de son elongation, 
cette demiere s'accompagnant du deplacsment du segment ADN de la chimere. Pour ce 
faire, piusieurs oligonucleotides ont ete utilises. Dans une premiere serie d'experiences, 
roligonucleotide RDC-6 (SEQ ID No 1) constitue la matrice ADN cible, 
roligonucleotide RDC-1 (SEQ ID No 3) et 1'oiigonudectide RDC-4 (SEQ ID No 6) sont 
les amorces chimere et de depiacement, respecrivement. Dans une seconde serie, la 
marrice ADN cible est notee RDC-I3 (SEQ ID No 2), roligonucleotide chimere RDC-12 
(SEQ ID No 4) e: 1'amorce de depiacement est touiours RDC-4 (SEQ ID No 6). Les 
sequences des oligonucleotides RDC1 (SEQ ID No 3) et RDC-1 2 (SEQ ID No 4) sont 
compiementzires de !a sequence des oligonucleotides RDC-o (SEQ ID No 1) et RDC-1 3 
(SEQ ID No 2), respectivement. La sequence de roligonucleotide RDC-4 \SEQ ID No 
6) est hornologue de !a sequence du segment -ARN des oligonucleotides RDC1 (SEQ ED 

No 3) et RDC-1 2 (SEQ ID No 4). Cet oligonucleotide RDC-4 est radiomarque au 32 P 
a son extremite 5'-OH, par la polynucleotide kinase . 

^oligonucleotide RDC-1 (SEQ ID No 3) et roligonucleotide RDC-6 (SEQ 
ID No 1) ou RDC-1 2 (SEQ ID No 4) et RDC-I3 (SEQ ID No 2), sont mis a incuber 

pendant 1 minute a 95°C a la concentration de 5. JO 9 copies/ ul chacun dansun volume 
final de 20 ul de milieu reactionnel 50mM Tris HCI pH 3.3, 75 mM KCL 3Mm MgCI2, 
10 mM DTT et comenant ImM de chacun des dNTPs. Les tubes sont ensuite places 10 
minutes a 37°C arm de permettre rhybridation des m oligonucleotides avant l'addition 
eventuelle de 0,3 unites de RNAse H (RNAse thermostable Epicentre -Technologies) 
et/ou de 200 unites de transcriptase inverse (Superscript II, Gibco-BRL). On effectue en 



paraJleie des controles reactionneis sans enzyme et/ou sans marries. Apres incubation 
pendant 15 minutes a 37°C, I'oligonucleotide marque RDC-4 (SEQ ID No 6) est ajoute 
au milieu a la concentration de S.IO 9 copies/ \il L'incubation a 37°C est poursuivie- 
pendant 30 minutes et la reaction est arretee par refroidissement sur de la slace. Une 
partie de chaque echantillon (10 \x\) est melanges avec lOul de "bleu formamice" (90% 
formamide, 0,02% xylene cyanole, 0,02% bleu de bromophenol, 25 mM EDTA) puis 
analysee par electro phorese sur gel 15% polyacrylamide - 7M uree en presence d*un 
marqueur de poids mciecuiaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucieo tides de 
70, 60, 40 f 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Apres sechage, le gei est autoradiographic sur 
film X-Rav. 

Que! que soit !e jeu d'amorces (RDC-I et RDC-6 ou RDC-12 e: RDC-I 3), 
on observe un produit d'eicngnion dont ta taille (40 bases) correspond a I'extension de 
I'amorce RDC-4 marquee, Ie iong de la cible ADN (RDC-6 ou RDC-I3, respecrivement) 
lorsque ladite amorce RDC-4 est hybridee puis elongee, Ce produit n'est observable 
qu'en presence de la R>f Ase H et de la reverse transcriptase ; en ('absence de I'une de ces 
enzymes, aucun produit d'eiongation n'est detectable. 

Dans une seconde serie d'exaeriences, Tamorce de defacement de cvoe ADN 
RDC-4 a ete rempiacee par ['amorce de deplacernent de type ARN RDC-9 (SEQ ID 
No 7). Les conditions operaccires sent identiques a ceiles exposees ci-cessus. Les 
resultats obtenus avec cette amorce RDC-9 de tvoe ARN sont comoarables a ceux 
observes en presence de '.'amerce RDC-4 de type ADN. 

EXEMPLE 3 : Utilisation tl'une amorce dumere ADN/ARN/ADN 

Cet exemple a pour but de montrer que rurilisation d'une chimere plus 
compiexe presentant de 5* vers 3' un segment .ADN, puis un segment ARN e: enrln un 
segment .ADN, perrner d'eviter Tutilisation d'une amorce de deplacernent supplemencaire 
dans le procede selon I'invention. Pour ce faire, deux oligonucleotides ont eje utilises, 
^oligonucleotide RDC-6 (SEQ ID No 1) constitue la macrice ADN cible, 
['oligonucleotide RDC-I0 (SEQ ID No 5) est I'amorce chimere. La sequence de 
roligonucfeotide RDC10 (SEQ ID No 5) est complementaire de la sequence de 
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l'oligonucleotide RDC-6 (SEQ ID No 1). L'oligonudeotide RDC-IO est radiomarque au 
^Pa son extremite 5-OH, par la polynucleotide kinase . ' " ~*;~ 

^oligonucleotide radiomarque RDC-10 et roiigonucieoride RDC-6 sont mis 

en incubation pendant 1 minute a 95°C a la concentration de 5,10^ copies/' pi chacun 
dans un volume final de 20 jil de milieu reactiormel tel que decrit a Pexemple precedent 
Les tubes sont ensuite places 10 minutes a 3T*C afin de permettre l'hybridation des 
oligonucleotides. Le melange reacrionnel est alors depose sur gel de polyacryiamide non 
denarurant afin de recuperer specifiquement le duplex issu de l'hybridation des monobrins 
RDC-10 et RDC-6 et d'eliminer Poligonucleotide marque RDC-10 non hybride. Apres 
extraction du materiel purine par electrophoreses puis dialyse et precipitation, les acides 
nucieiques sont solubiiises dans 20 ul de tampon 50mM Tris HC! pH 8.3, 75 mM KCI, 
3mM MgCI2, 10 mM DTT et contenant ImM de chacun des dNTP. 0,1 unites de 
RNAse H (RNAse thermostable EPI center technologies) et de 200 unites de 
transcriptase inverse (Superscript II, Gibco-BRL) sont ensuite aioutees. On efFectue en 
paraJlele des controles reactionneJs sans enzyme et/ou sans mairice. Apres incubation 
pendant 30 minutes a 37°C, la reaction est arretee par refroidissement sur de la glace, 
tine panie de chaque echantiiion (10 jil) est melangee avec lOul de "bleu formamide" 
(90% formamide, 0,02% xyiene cyanol, 0,02% bleu de bromophenoi, 25 mM EDTA) 
puis analysee par electrophorese sur gel 15% polyacryiamide - 7M uree en presence d'un 
marqueur de poids moieculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucfeorides de 
70, 60, 40, 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Apres sechage, le gel esi. autoradiographic sur 
film X-Ray. 

Les resultats observes permettent de constater que l'oiiuonudeotide RDC-10 
s'hybride efTectivement a roiigonucieoride cible RDC-6 et que ce duplex est un substrat 
pour la RNAse H (temoin sans transcriptase inverse mais en presence de RNAse H et 
apparition d'un produit radiomarque d'environ 15 bases). Par ailleurs, les resuitats 
montrent qu'apres degradation de tout ou panie du segment ARN de la chimere RDC- 
10, le segment ADN de la chimere demeure hybride a I'extremite 3* de la cible RDC-6 est 
utilise comme amorce par la polymerase (on obtient un produit radiomarque de 40 
bases). 



* 



EXEMPLE 4 : 



5/ 



10 



Cet exemple mcntre dans une premiere sarie d'experiences, qu'une amorce 
ARN hybridee sur une cible ADN peut servir de subset a une ADN polymerase pour 
5 son elongation, puis a la RNAse K pour sa degradation ; et dans une seconde serie 
^experiences, que la digestion par Ie RNAse H du segment ARN compris dans une 
amorce chimere ADNARN prehybridee sur une cole ADN permet Hybridation sur la 
cible ADN d'une amorce de emplacement de type ARN dont I'elongation par une ADN 
polymerase s'accompagne du deplacement du brin d'ADN issu de I'amorce chimere. Ce 
procede peut etre reitere un grand nombre de fois par degradation de la parrie ARN du 
produit d'elongation de I'amorce de deplacement puis hybridation d'une nouveile amorce, 
elongation de cette amorce avec deplacement du brin hybride en avai, et ainsi de suite. 

Dans la premiere serie d'experiences, une amorce de deciacemer.t ARN RDC 
3 (SEQ YD No.S) hybridee sur la matrice ADN cible RDC 6 (SEQ ID No.l) sert de 
15 substrat au fragment de Kier.ow de 1'ADN polymerase I (USB) depourvue des aciivites 
exonudezses 3'-5' et 5'-3\ 10 u copies de ['oligonucleotide RDC 6 (SEQ ID Mo. I) sont 
mises a incuber pendant 5 minutes a 65~C puis 3 minutes a 37°C dans Ie miiieu 
reactionnel decri: precederr.-ent dans I'exempie 2 en presence de 1 m_M dAT?, dTTP, 
dGTP « de 0,1 uM de dCT? contenant 1 uCi de [a- 3: PJ. Apres addition de 2xl0 u 
20 copies de I'amorce de deplacement ARN RDC 8 (SEQ ID No.S), I'incubation est 
poursuivie en presence de 10 U de Klenow Exo' (USB) et/ou de 0,2 U de RNAse H 
thermostable (Epicentre Technologies) pendant 30 minutes a 37 S C. La reac::on est 
arretee par rerroidissement sur de la giace. Une parrie de chacue schamillon (10 ul) est 
meiangee a 1 0 ul de bleu formamide (90% formamide, 0,02% Xylene Cyanci, 0.02% 
2:> Bleu de Bromophenol, 25 mM EDTA) puis analysee par electrophorese sur gel 
denaturant 15% poiyacryiamide 7 M uree pendant 2 heures sous 350 Volts en presence 
d'un marqueur de poids mcleculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonuciectices 
de 70, 60, 40, 33, 25, 20 et 15 nucleotides. Le ge! est analyse par autoradiographic sur 
film BioMax (Kodak). On observe en presence de Klenow Exo", un produit d'eicngation 
30 dont. la taiile (40 bases) correspond a 1'eiongation de I'amorce de deplacement RDC 8. 
L'addition de RNAse H exogene dans le milieu reactionnel permet de visualiser un 
produit de 20 bases correspondant au produit d'elongation de I'amorce RDC 3 dans 
lequel le fragment d'ARN a ete digere par fa RNAse H. 

La deuxieme serie d'experiences est realises sur un lieteroduplex forme par 
35 hybridation de 2xl0 a copies de l'oligonucleotide chimere RDC I (SEQ ID No.3) 
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hybridees sur 10 11 copies de matrice ADN cible RDC 6 (SEQ ID No.I), en presence de 
2x1 O n copies d'amorce de deplacement RDC 8 (SEQ ID No.8), seion des conditions 
experimentales identiques a celles decrites precedemment. En presence de la Klenow 
Exo", aucun produit correspondant a Telongation de I'amorce de deplacement RDC 8 
(SEQ ID No.S) n'est observe car alors le site dTiybridation de I'amorce RDC 8 n'est pas 
accessible sur la cible .ADN RDC 6 (SEQ - ED No. Lorsqu'on* ajoute iau milieu 
reactionnei 0,2 U de RNAse H, on observe un produir de 20 bases correspondant a la 
taille du produit d'elongation digere par le RNAse H. Dans cetre experience,7on montre 
que le segment ARN de Pamorce chimere RDC I peut etre digere par la RNAse H, une 
amorce de depiacement ARN RDC 8 peut venir sliybrider et etre eiongee,par le Klenow 
Exo*, en depiacant 1'ADN restant de la chimere Cela conduit a la reconstitution du duplex 
RDC 1 ;RDC 6. Le phenomene peut etre reitere. 

Ainsi, dans !e produit d'elongation de la premiere amorce de depiacement, 
TARN peut a son tour etre digere par la RNAse H, rendant accessible le site 
d'hybrication pour une autre amorce RDC 8 (en exces). On accumule ainsi des produits 
de 20 bases radiomarques, par reiteration du processus digesrion-hybridation-dongation. 

EXEMPLE5: 

Dans cet exempie, on etudie la reconstitution dun h<i:eroduplex ARN:ADN 
par elongation d'une amorce ADN sur un oligonucleotide chimere en presence d'une 
.ADN polymerase, la digestion par la RNAse H de la partie ARN du duplex 
neosvnthetise, puis feionuation d'une amorce de deolacement ADN s'hvbricant sur le site 
libere lors de !a digestion. Dans cette exuerience, Theteroduulex ARN;ADN est 

l 4 • 

reconstitue en presence du fragment de Klenow de TADN polymerase I d7i. caii. On 
melange \0 a copies d'amorce ADN A18 (SEQ CD No.9) a 10 lV ccpies de chimere RDC 
12 (SEQ ID No. 4) dans 20 ul d'un milieu reactionnei 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM 
MgCh, 1 mM DTT en presence de I mM de chaque dNTPs. Les tubes sont places 3 
minutes a 65°C puis 5 minutes a 37°C, avant addition de 5 U de Klenow (Boehringer 
Mannheim). La reaction s'erfectue 30 minutes a 37°C et est arre:ee par rerroidissement 
sur de ia giace. Les prcduiis sont purifies par extraction avec un melange phenol- 
chloroforme-alcool isoamylique et concentres par filtration sur une unite Microcon 3 
(Amicon). Leur dosage est errectue par absorbance a 260 nm. 

On met a incuber 3xl0 12 copies des produits obtenus dans le milieu 
reacrionnei 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM MgCl 2 . 1 mM DTT en presence de I mM 



de dARP, dGTP, dTTP et de 0,1" jiM de'dCTP contenant 0,5 jiCi de [a- ;2 P]dCTP t 
pendant 3 minutes a 65°C puis 5 minutes a 37°C Uamorce de deplacement RDC 4 (I0 a 
copies) est ajoutee a la reaction et l'incubation est poursuivie en presence de 5 U du 
fragment de Klenow (Boehringer Mannheim) en presence ou en ['absence de 0,2 U de 
RNAse H thermostable (Epicentre technologies) , pendant 30 , minutes a 37°C. En 
paraileie, des temoins d 1 elongation sont realises dans Ies memes conditions, en presence 
de 10 12 copies d'amorce de deplacement. RDC* 4 hybridees fsur. JO 12 , copies de cible 
synthetique RDC 13 (SEQ ID No. 2) dont la sequence est compiementaire de la sequence 
de la chimere RDC 12 (SEQ ID No.4). L'analyse des produirs de reaction s'erfectue 
comme deem dans la premiere serie. d'experiences de I'exemple 4. L'analyse 
autoradiographique des temoins revele un produit d f e!ongation dont la taiile (40 bases) 
correspond a ['elongation de ['amorce de deplacement RDC 4 (SEQ ID No. 6) sur la cible 
RDC 13 (SEQ ID No. 2). En presence de rheterodupiex recansiicue, te meme produit 
d'elongation apparait de maniere intense si la RNAse H e: le fragment de Klenow sont 
presents dans le milieu. 
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LISTE DE SEQUENCES - 



(1) INFORMATIONS GEIsERALES: ' - 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIO MERJEUX ' ■ -~ . . . . . 

(B) RUE: Chemin de I'Orme : — - . .... ...-;>::. • 

(C) VILLE: MARCY LETOELE ..... . . . / 

(E) PAYS; FRANCE . .. ... ... 

(F) CODE POSTAL: 69280 ' "" 

(G) TELEPHONE: (33) 78 87 20 00 

(H) TELECOPEE: (33) 78 87 20 90 

(ii) TITRE DE L 'INVENTION: Procede d'amplification de sequences d'acide 
nucleique par deplacement, a l'aide d'amorces chimeres. 

(Hi) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 

(iv) FORME DECHIFFRA3LE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Disquette 

(B) ORDINATEUR: PC comoatible 

(C) SYSTEMS D'EXPLOITATION: MS-DOS &S.21 

(D) LOGICEEL: Word =6.0 oour Windows #3.1 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDS ANTERJEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMAND E: FR 95 08945 

(B) DATE DE DEPOT: 24- JUL- 1995 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: I: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOME RE DE BRINS : simple " 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) KYPOTKETIQUE: NON 

(iv) .ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: svnthese chimioue 

* * 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



CTCTTACTGT CATGCCATCC GTCTCGTCTC GTCTCGTCTC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ED NO: 2: • 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 
(3) TYPE: nucleotide - 

(C) NOMBRE DE BRTNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACACTGCGGC CAACTTACTT GTCTCGTCTC GTCTCGTCTC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRTNS: single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucleique : chimere ARN-ADN 

* 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) .ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGfNE: synthese chimique 

(ix) CARACTERJSTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caraczeristique particuiiere 

(B) EMPLACEMENT: I ..20 

(D) AUTRES INFORMATIONS: 

- les nucleotides 1 a 20 sont des ribonucleotides 

- ies nucleotides 21 a 40 sont des desoxyribonucieotides 
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(») DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 : 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC GGATGGCATG ACAGTAAGAG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases ■ ' : ; . 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucieique : chimere ARN-ADN 

(iii) KYPOTKETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGrNE: synthese chimique 

(ix) CARACTERJSTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracteristique caniculiere 

(B) EMPLACEMENT: 1 ..20 

(D) AUTRES INFORMATIONS: 

- les nucleotides 1 a 20 sont des ribonucleotides 

- ies nucleotides 21 a 40 sont des desoxyribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT 40 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simde 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: autre acide nucieique : chimere ADN-ARN-ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS. NON 



(vi) ORIGINE: synthese critique 

(be) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: caracreristique Darticuliere 
(3) EMPLACEMENT: 16.. 20 
(D) AUTRES INFORMATIONS: 

- !es nucleotides 1 6 a 20 sont des ribonucleotides 

- les auires nucleotides sont des desoxyribonucleotides 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC GGATGGCATG ACAGTAAGAG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: IS paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide' 

(C) NOMBRE DE 3RINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTKETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chirr.ique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GAGACGAGAC GAGACGAG 13 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: IS paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRTNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; .ARN 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GAGACGAGAC GAGACGAG 18 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTSPJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMERE DE BRINS: simole 

(D) C ONTIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 
(Hi) HYPOTKETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GAGACGAGAC GAGACGAGAC 20 



( 2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 
(3) TYPE: nucleotide 

(C) N0M3RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTKETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: synthese chimique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 
ATAACACTGC GGCCAAC 



"JO- 



RE VENDICATIONS 



sir 



I. Procede d'amplifi cation d*une sequence d\m acide nucleique dole, ladhe 
sequence comprenant, a panir de son exrremite 5\ une region amont et, a partir de son 
5 exiremite 3', une region aval, 

Iedit procede comprenanr les etapes consisiant : 

- a obtenir un polynucleotide monobrin de type ADN comprenant un premier 
segment correspondant a la sequence cible a amplifier et comprenant en outre un 
deuxieme segment de sequence arbitraire, situe en aval de I'extremite 3' audit premier 

) segment, et 

- a mettre en contact Iedit polynucleotide monobrin, 

en presence d'un systeme enzymatique ayant une activite d'ADN polymerase ADN- 
dependante, une acrivite de deplacement de brin et une activite RNAse H, et en presence 
d'un exces de desoxyribonudeosides triphosphates, 
avec un ensemble d'amorcss, presentes en exces, comprenant : 

a) une premiere amorce chimere comprenant successivement, dans Ie sens 

c \ ^ 1 - 
^ s J , 

- un segment de type ARN, de sequence complemenraire d'au moins une 
panie de la sequence du second segment audit polynucleotide monobrin, ladite parrie 
contenant I'extremite 5 T audit second secment, 

- et un segment de type ADN capable de s'hybrider avec au moins une 
panie de ladite region aval, ladite panie contenant Textremite 3' de ladite region aval, 

tzJou 

b) une seconde amerce chimere comprenant successivement, dans le sens 

c v -» « 

- un segment de type ARN de sequence arbitraire, 

- et un segment de type ADN, homologue d'au moins une panie de ladite 
region amont, ladite panie contenant I'extremite 5* de ladite region amont, 

erant entendu que : 

soit la premiere amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 
segment de type .ADN de sequence arbitraire, mais dont au moins une panie contenant 
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son extremite 3' est capable de s'hybrider avec une panie contenant l'extremite 3' dudit 
polynucleotide Iorsque ledit segment d'ARN est plus court que ledit second segment 
dudit polynucleotide simple brio, : " 

soit la premiere amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 
dans ce cas, ledit ensemble d'amorces contient alors une troisieme amorce dont au moins 
une panie, contenant 1'extremite 3* de fadlte troisieme amorce, est capable de s'hybrider 
avec au moins une partie du second segment dudit polynucleotide simple ban, 

et etant entendu que : 

soit la. seconde amorce contient, en amont du segment de type ARN, un second 
segment de sequence arbitraire de type ADN, 

soit la seconde amorce ne contient pas un tel second segment de type ADN et 
dans ce cas ledit ensemble d'amorces comprend une quatrieme amorce dont au moins une 
partie, contenant 1'extremite 3* de Iadite quatrieme amorce, est homoiogue d'au moins 
une panie de la sequence du segment de type ARN de la seconde amorce. 

2. Procede selon !a revendication 1, caracterise par le fait que Ton utilise des 
premiere et seconde amorces ne comportant pas de second segment de type .ADN, ainsi 
qu'une troisieme et quatrieme amorce. 

3. Procede seion la revendication 1 ou 2, caracterise par le fait que lesdites 
troisieme e: quatrieme amorces sont de type ADN. 

4. Procede seion ia revendication I ou 2, caracterise par le fait que lesdites 
troisieme e: quatrieme amorces sont de type ARN. 

5. Procede seion Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que le produit de depart est un acide nucleique contenant la 
sequence a amplifier et se proiongeant, au-dela de 1'extremite 3* de Iadite sequence, par 
un segment polynucleotidique aval contenant une zone oligonucleotidique dite zone aval, 
et se prolongeant eventuellement au-de!a de 1'extremite 5* de Iadite sequence par un 
segment poiynucleotidique amont, caracterise par !e fait que pour octenir ledit 
polynucleotide monobrin de type ADN, on ajoute une cinquieme amorce capable de 
s'hybrider avec Iadite zone aval. 

6. Procede selon Ia revendication 5, caracterise par le fait que Ton ajoute en 
outre une sixieme amorce homoiogue d'une zone oligonucleotidique audit segment 
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poiynucleotidique amonL . - _ - .. ... 

7. Precede selon l*une queiconque des revendications 1 a 4, caracterise par le 
fait que le produit de depart est un ARN contenant la sequence a amplifier, et que pour 
obtenir ledit polynucleotide monobrin de type ADN t on met en contact ledit ARN avec 
Iesdites premiere et seconde amorces et le cas echeant avec lesdites troisieme et 
quatri erne amorces. ....... 

8. Necessaire pour la mise en oeuvre du procede seion Tune queiconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait qu'il comprend un ensemble d'amorces 
tel que defini dans Tune queiconque des revendications 1 a 6. 



REVENDICATIONS MODIFDEES 

[recues par ie Bureau international ie 22 Janvier 1997 (22.01.97); 
revendicatkm 8 modixiee; autres revendications inchangees (1 page)] 

poiynucleotidique amortt. 

7. Precede selon Tune queiconque des revendications 1 a 4, caracterise par !e 
fait que Ie produit de depart est un ARN contenant la sequence a amplifier, et que pour 
obtenir tedit polynucleotide moncbrin de type ADN, on met en contact Iedit ARN avec 
lesdites premiere et seconde amorces et Ie cas echeant avec lesdites troisieme et 
quatrieme amorces. 

8. Necessaire pour la mise en oeuvre d'un procede d f amplification d'une 
sequence d'acide nucleique cible, caracterise par le fait qu'il comprend un systeme 
enzymatique ayant une acrivite de RNAse H et au mo ins une amorce chimere comprenant 
successivement, dans le sens 5'-* 3": 

- un segment, faculiatif . ce type ADN, 

- un segment de tvpe ARN, 

- et un segment de type .ADN. 

9. Necessaire se!on !a revendicarion 8. caracterise par !e fait qu'il contient en 
outre un svsteme enzvmauaue avant une acrivite d'ADN ooivmerase ADN-denencante et 
une acrivite de defacement de brm. 



FEUILLE MODIFIES (ARTICLE 19) 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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